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摘要 :【 目的】 筛选 出 热 胁 迫 下 棉花 粉 内 Phenacoccus solenopsis 的 实时 定量 PCR 最 适 内 参 基因 。[【 方 法 】 本 研究 应 
j 实 时 交 光 定量 PCR 技术 测定 了 棉花 粉 内 2 龄 若虫 .3 dieci HEURE CHR, a-tub, B-tub, rpl32, GAPDH, SDHA 和 7TBP 
共 6 个 候选 内 参 基因 在 7 个 不 同 温度 处 理 ( 恒 温 18C 和 32%C , 以 及 37% , 39C, 41C, 43C FI 45C RAEE 1 h 
并 在 26% 恢复 1 h) F mRNA 表达 水 平 的 稳定 性 ;应 用 geNorm, Bestkeeper, Normfinder 和 RefFinder 软件 分 析 6 个 基 
因 表达 的 稳定 性 。【 结 果 】 在 不 同 高 温 胁 迫 下 2 龄 若虫 6 个 候选 内 参 基因 的 稳定 值 M 由 小 到 大 依次 为 o-tub 
(0.579) < GAPDH(0. 654) < TBP (0. 663) < B-tub (0. 668) < rpl32 (0. 675) < SDHA (0. 755) , SD 值 排序 为 TBP 
(0.31) «a-tub(0.37) « rpl32(0.38) < SDHA (0.52) «f-tub(0.53) < GAPDH(0.57) ;3 龄 若虫 6 个 候选 内 参 基 因 的 
稳定 值 M 由 小 到 大 依次 为 a-tub(0.542) «B-tub(0. 596) < TBP(0.618) < GAPDH(0. 655) < SDHA(0. 668) < rpI32 
(0.749) ,SD 值 排序 为 qa-twb(0.29) «B-tub(0. 40) < rpl32(0.45) < TBP(0.49) < GAPDH(0. 50) < SDHA(0. 55) ; Wë 
成 虫 6 个 候选 内 参 基因 的 稳定 值 M 由 小 到 大 依次 为 7p32(0. 554) < a-tub (0. 635) < GAPDH (0. 662) < B-tub 
(0.666) < SDHA(0. 704) < TBP(0.837) ,SD 值 排序 为 p132(0.31) «a-tub(0.35) < GAPDH(0.44) < TBP(0.44) < 
B-tub(0.48) < SDHA(0. 71) , RefFinder 综合 排序 结果 表明 ,在 7 个 不 同 温度 处 理 下 2 龄 若虫 和 3 龄 若虫 中 a-tub 最 
FAJE MEIE FP rpl32 最 稳定 。[【 结论 ]a-tub 可 作为 棉花 粉 内 2 龄 若虫 和 3 龄 若虫 的 内 参 基因 ,rpl32 可 作为 雌 成 虫 
的 内 参 基因 。 本 结果 为 进一步 开展 热 胁迫 下 棉花 粉 崔 热 激 蛋 白 基 因 的 表达 规律 研究 提供 了 参照 。 

关键 词 : CE T. 温度 ; 热 胁 迫 ; 内 参 基 因 ; 表达 稳定 性 ; 实时 荧光 定量 PCR 

中 图 分 类 号 : Q966 文献 标识 码 : A 文章 编号 : 0454-6296(2014)10-1146-09 

Selection of reference genes in Phenacoccus solenopsis ( Hemiptera: 


Pseudococcidae) under heat stress 
CHEN Fang, LU Yong-Yue' ( Department of Entomology, South China Agricultural University , 
Guangzhou 510642, China) 


Abstract: [ Aim] To select the suitable reference genes in Phenacoccus solenopsis after exposure to 
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different temperature stress by using quantitative real-time PCR (RT-qPCR). [Methods] In this study, 
we investigated the mRNA expression stability of six candidate reference genes ( a-tub, GAPDH, rpl32,, 
B-tub, SDHA and TBP) in different developmental stages (2nd instar nymph, 3rd instar nymph and 
female adult) of P. solenopsis under seven different temperature regimes ( constant temperature 18°C and 
32*C , and temporary heat shock (1 h) at 37?C , 39*C , 41?C , 43*C and 45°C and then recovery at 26°C 
for 1 h) by RT-qPCR method. Three software-based approaches ( geNorm Bestkeeper and Normfinder) 
and one web-based comprehensive tool ( RefFinder) were used to analyze and rank the tested genes, and 
evaluate the expression stability of these genes. [Results] In the 2nd instar nymphs, the M values of six 
reference genes stability in the ascending order were a-tub (0.579) < GAPDH (0.654) « TBP (0.663) 
« B-tub (0.668) « rpl32 (0.675) « SDHA (0. 755) , and the SD values were TBP (0.31) « a-tub 
(0.37) < rpl32 (0.38) < SDHA (0.52) <B-tub (0.53) < GAPDH (0.57). In the 3rd instar nymphs, 
the M values in the ascending order were a-tub (0.542) < B-tub (0. 596) < TBP (0.618) < GAPDH 
(0.655) < SDHA (0.668) «rpl32(0. 749) , while the SD values were a-tub (0.29) <B-tub (0.40) < 
rpl32 (0.45) « TBP (0.49) < GAPDH (0.50) < SDHA (0.55). The M values in female adults in the 
ascending order were rpl32 (0. 554) < a-tub (0.635) < GAPDH (0.662) < B-tub (0.666) < SDHA 
(0.704) < TBP (0.837) , and the SD values were rpl32 (0.31) «a-tub (0.35) < GAPDH (0.44) < 
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SDHA (0.44) < B-tub (0. 48) < TBP (0. 71). According to the comprehensive rank of RefFinder, 


a-tub was the most stable for the 2nd and 3rd instar nymph, while rpl32 for female adult under seven 


different temperature regimes. [Conclusion] a-tub can be used as a reference gene for the 2nd and 3rd 


instar nymph, and rp/32 could be used as the reference gene for female adult. This study provides an 


accurate reference for future study of the heat shock protein gene expression in P. solenopsis under heat 


stress. 


Key words: Phenacoccus solenopsis; temperature; heat stress; reference genes; expression stability ; 


real-time fluorescence quantitative PCR. ( RT-qPCR ) 


实时 荧光 定量 PCR ( real-time fluorescence 
quantitative PCR, RT-qPCR) 实现 了 聚合 酶 链 式 反应 
技术 (polymerase chain reaction, PCR) 从 定性 到 定量 
的 飞 路 ,具有 重复 性 好 、 灵 敏 度 高 .定量 准确 、 速 度 快 
等 优点 ,已 成 为 分 子 生物 学 研究 中 分 析 基 因 表达 的 
重要 工具 (Heid et al., 1996; Haller et al., 2004; 
Ransbotyn and Reusch, 2006; Yoo et al., 2009)。 利 
用 RT-qPCR 方法 计算 基因 相对 表达 量 时 ,通常 需 引 
入 一 个 表达 较为 稳定 的 管家 基因 作为 内 参 基 
(reference gene) ( 吴 文 凯 等 , 2009 ) 。 在 昆虫 学 研究 
中 ,常用 的 稳定 表达 的 管家 基因 有 甘油 醛 -3- 磷 酸 - 脱 
AMA A] (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase , 
GAPDH ) ( Radonic et al., 2004; Scharlaken et al., 
2008) , (t Er E EA S DS] (tubulin ) (Heid et al., 1996; 
Haller et al., 2004; Ransbotyn et al., 2006; Yoo et 
al., 2009) ,核糖 体 蛋 白 基 因 (ribosoma/! protein 132) 
C Ahn et al., 2008 ; Matta et al., 2011) ,琥珀 酸 脱氧 
酶 复合 体 A 亚 基 基 ( succinate dehydrogenase 
complex, subunit A, SDHA) ( 岳 秀 利 等 , 2013 ) ,以 及 
TATA 框 结合 蛋白 基因 (7A7TA-box-binding protein , 
TBP) 5$ (Peng et al., 2012)。 理想 的 内 参 基因 应 在 
各 种 类 型 的 组 织 、 细 胞 和 各 种 实验 因素 条 件 下 均 恒 
定 表达 。 人 然而 ,近年 来 大 量 的 研究 结果 表明 并 没有 





























com/ referencegene. php) ,用 于 各 种 试验 条 件 下 内 参 
基因 筛选 与 评价 ,能够 得 到 与 单独 使 用 各 种 分 析 方 
法 一 致 的 结果 ,并 能 综合 评价 上 述 3 种 分 析 方 法 的 
结果 ,避免 了 单个 分 析 方 法 分 析 的 片面 性 。 目 前 ， 
内 外 研究 者 已 在 多 种 昆虫 的 内 参 基因 研究 中 应 用 了 
上 述 分 析 方 法 ( 杨 顺 义 等 , 2013 ) 。 在 昆虫 分 子 生 物 
学 研究 中 已 有 对 多 种 昆虫 筛选 稳定 的 内 参 基因 的 报 
道 ,例如 西方 蜜蜂 Apis mellifera ( Lourenco et al., 
2008; Scharlaken et al., 2008) 大豆 是 Aphis glycines 
( Bansal et al., 2012) ,/]v3z IR Plutella xylostella ( 符 
伟 等 , 2012) ZEK Solenopsis invicta ( Cheng et al., 
2013) 、 斜纹 夜 峨 Spodoptera litura ( Lu et al., 2013) , 
dg KE Nilaparvata lugens( Yuan et al., 2014) AX 
38, Bemisia tabaci( Liang et al. , 2014) 等 。 

BIE Wi Phenacoccus solenopsis Tinsley Jg 2H 
H ANER, Je — Rb s pep KR CK HE S SS Hh 
(Tinsley, 1898; 陆 永 路 等 , 2009; 武 三 安 和 张 润 志 ， 
2009; 孙 峰 和 陆 永 跃 , 2011; Huang et al., 2013) ,该 
虫 具有 较 强 的 生态 可 塑性 ,对 高 温 具 有 较 强 的 适应 
能 力 ( 关 侈 等 , 2011; 丁 吉 同等 , 2013 ) , 据 观 察 ,该 
虫 在 广东 地 区 年 生活 史 中 , 其 发 生 高 峰 出 现在 夏季 
7-8 月 的 高 温 期 ,表明 该 虫 喜 高 温 ( 马 骏 等 , 2011 ) 。 
目前 国内 外 关于 棉花 粉 崔 生物 学 和 生态 学 的 研究 较 







































































表达 绝对 稳定 的 基因 ,任何 一 种 管家 基因 的 所 谓 恒 
定 表达 都 只 是 在 一 定 类 型 的 细胞 或 实验 因素 作用 下 
“有 范围 ”的 恒定 (Andersen et al., 2004; 张 艳 君 等 ， 
2007) ,因此 ,传统 的 管家 基因 不 再 是 通用 的 RT- 
qPCR 内 参 基 因 , 对 于 特定 的 实验 应 该 首先 评估 内 
参 基因 的 稳定 性 ,选择 最 合适 的 内 参 基因 来 进行 
RT-qPCR 分 析 ( Bustin et al.，2009 ) geNorm 
( Vandesompele et al., 2002) , NormFinder ( Andersen 
et al., 2004) ) 和 Best-Keeper( Pfaffl et al., 2004) 等 程 























多 ,而 对 该 虫 分 子 生 物 学 研究 相对 较 少 (Lu et al., 
2011; Guan et al., 2012a, 2012b; Fand et al., 2014 ; 
Thomas et al., 2014) ,关于 该 虫 定量 表达 分 析 内 参 
基因 的 研究 尚未 见报 道 , 对 棉花 粉 界 抗 逆 温 的 分 子 
机 制 也 未 见 研 究 。 众 多 分 子 技术 中 ,目前 实时 定量 
PCR 是 研究 基因 表达 水 平 最 有 效 的 手段 ( Bustin et 
al., 2009) 。 为 了 保证 目标 基因 表达 水 平实 时 定量 
PCR 结果 的 准确 性 , 引入 了 内 参 基因 作为 参照 
(Derveaux et al., 2010) 。 理 想 的 内 参 基 因应 在 各 种 

















序 已 广泛 应 用 于 内 参 基 因 的 筛选 与 评价 。Xie 等 
(2011) 将 这 上 述 3 种 分 析 方 法 整合 成 一 个 网 上 毕 
合 分 析 工 具 








RefFinder ( http://www. leonxie. 


实验 条 件 下 ,其 表达 水 平 不 应 发 生 太 大 变化 ,因此 在 
进行 定量 PCR 实验 之 前 ,应 该 对 其 所 用 内 参 基 因 的 
稳定 性 进行 评价 。 本 文 在 前 期 测序 获得 该 虫 全 转录 
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组 基础 上 ,采用 RT-qPCR. 方法 研究 了 a-tub, 
GAPDH , rpl32, 8-tub, SDHA ll TBP 3* 6 个 常用 内 
BIA FERE UR I] — R 9 AGERE FRAKE, 
使 用 geNorm, Normfinder, Bestkeeper 和 RefFinder 
软件 分 析 了 热 胁迫 下 这 些 基 因 的 表达 稳定 性 , fi 
选 出 了 合适 的 内 参 基 因 。 本 研究 为 以 后 在 棉花 粉 内 
相关 基因 表达 水 平 研究 中 选择 内 参 基 因 提 供 了 
参考 。 








1 材料 与 方法 


1.1 供 试 虫 源 与 温度 处 理 

棉花 粉 内 来 源 于 华南 农业 大 学 昆虫 学 系 昆 虫 生 
态 学 实验 室 , 用 新 鲜 棉 叶 饲养 于 人 工 气候 箱 内 ,温度 
为 26+1%C, 相对 湿度 为 70%+5%, 光 周期 为 
14L: 10D ,获得 大 小 均一 的 健康 的 各 个 供 试 虫 态 。 

Ted EE) E | ELT 18°C 和 32% 人 工 气候 箱 
中 ,并 用 棉花 饲养 3 代 以 上 ,分 别 取 18% 和 320 恒 
温 种 群 ;将 26Y 恒温 种 群 置 于 37% ,39%C ,41%C， 
43% 和 45% 下 热 激 1h 后 在 26% 下 恢复 1h 的 2 龄 
若虫 .3 龄 若虫 和 峻 成 虫 组 成 的 21 个 样本 ,以 置 于 
26% 的 2 龄 若虫 3 龄 奋 虫 和 雌 成 虫 为 对 照 (3 次 重 








过 














复 ) 。 将 所 有 样本 放 入 液 氮 中 速冻 , 置 于 -80Y 下 
储存 备用 。 
1.2 总 RNA 的 提取 和 cDNA 第 一 链 的 合成 

按照 Trizol 试剂 的 使 用 说 明 提 取 棉 花粉 内 总 
RNA。 采 用 1.0% y HEBES Ie E vp] RNA 的 完 
整 性 ,经 NanoDrop 2000 Spectrophotometer ( Thermo , 
USA) 核酸 浓度 测定 仪 测定 其 浓度 和 纯度 ,将 每 个 温 
度 处 理 条 件 下 提取 得 到 的 总 RNA 浓度 稀释 至 1.5 
kg/mL ,纯度 控制 在 1.8 ~2.0 之 间 。 按 照 Fast 
Quant cDNA 第 一 链 合成 试剂 盒 (TIANCEN 公司 ) 的 
操作 说 明 反 转录 合成 第 一 链 cDNA ,并 稀释 2 倍 保 
存在 -20% 冰箱 备用 。 
1.3 引物 设计 

根据 棉花 粉 内 转 录 组 中 的 相关 信息 ,筛选 出 a- 
tub ( KJ9009508 ) , 8-tub ( KJ909511 ) ,rp132 ( KJ909510) , 
GAPDH ( KJ909509 ), SDHA ( KMO98145 ) 和 TBP 
( KM098146)6 个 内 参 基因 序列 ,使 用 在 线 引 物 设 计 
软件 NCBI Primer-BLAST (http ://www. ncbi. nlm. nih. 
gov/tools/primer-blasv/ ) 设 计 引 物 。 为 确保 引物 的 特 
异性 ,设计 时 确保 引物 对 栅 花 粉 内 转 录 组 中 的 非 目的 
基因 至 少 有 2 个 错 配 。 引 物 序列 见 表 1, 由 上 海 生 工 
生物 工程 有 限 公司 合成 。 



































R1 实时 荧光 定量 PCR 检测 中 所 用 的 6 个 候选 内 参 基因 的 引物 序列 


Table 1 Primer sequences of six candidate reference genes used in RT-qPCR analysis 








基因 引物 序列 (5' -37) 扩 增 片段 (bp) 扩 增 效率 ( ) 3 
. Koi R 
Gene Primer sequences Product size Amplification efficiency 
mm F: CTGGTAAACACGTTCCCCGAG E "I daos 
RE R: TGTAATGACCGCGAGCGTAG 3 j 
— F:AAAATGTCGGCCCCTGGTAA € jonas qoo 
ý R: TCGTTGATGGCGCATACAGT f ' 
a F;TCGTAGGAGATTCAAAGGCCA "m T" bs 
T R:GTTCACGGACGTTATGGACGA ) i 
adai F:AAAATGTCGGCCCCTGGTAA jo T€ dos 
Eon R;TCGTTGATGGCGCATACAGT : i 
erii F:GTTATGCCCCTGTTGCCAAA i56 Dum -— 
: R;TGTTCCGGTGGCA AATGATG à ` 
F: CGAAAGTCACGCTCAGTTCA 
TBP 151 111.9 0.989 


R: AGCTTGCTGTAATTCCTCGC 


1.4 目的 片段 的 普通 PCR 318 

PCR 反应 体系 中 分 别 加 入 2.5 pL 10 x PCR 
buffer,2. 0 uL 10 mmol/L dNTPs,1.0 uL 10 pmol/L 
正 向 引物 ,1.0 pL 10 pmol/L 反 向 引物 ,0.2 iL 5 
U/uL Taq 和 1.5 kL 的 模板 ,加 无 菌 水 补 至 总 体积 
25 pL。 反应 条 件 为 : 940C 预 变 性 2 min; 947C 变性 
15 s,54% 退火 30 s,72% 延伸 30 s,35 个 循环 ;72%C 
延伸 1 min, 用 1.0% 琼脂 糖 凝 胶 电泳 检测 扩 增 





产物 。 
1.5 标准 曲线 的 制作 和 RT-qPCR 

RT-qPCR 反应 体系 为 20 uL: 10 pL SYBR? 
Premix Ex Taq™ I( 大 连 宝 生物 公司 ) ,7 uL IZK, 
10 pmol/L 的 上 下 游 引 物 各 0.8 uL, cDNA 模板 1.0 
pL,0.4 pL ROX , 混 匀 ,轻微 离心 ,反应 在 StepOne™ 
和 StepOnePlus™ Real-time PCR Systems 实时 荧光 定 
t& PCR 仪 (MX3005P) 进行 ,反应 条 件 为 :95Y 预 变 
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性 10 min; 然 后 95% 变性 30 s,54% 退火 30 5,727C 
延伸 30 s, ETT 40 个 循环 ;最 后 在 54 ~ 95°C 进行 融 
解 曲线 分 析 ,经 熔 解 曲线 分 析 确 认 所 设计 的 引物 没 
有 非特 异 扩 增 及 引物 二 聚 体 后 ,将 cDNA 模板 按 
1: 10 稀 释 成 5 个 浓度 梯度 进行 标准 曲线 分 析 ,并 计 
算 不 同 引 物 的 扩 增 效率 。 每 个 处 理 3 次 重复 。 
1.6 数据 处 理 和 分 析 

数据 分 析 采 用 内 参 基 因 评 价 软件 geNorm 
( Vandesompele et al., 2002) , Normfinder ( Anderson 
et al., 2004) ) 和 Bestkeeper ( Pfaffl et al., 2004) 进行 
评估 分 析 。 具 体操 作为 : 在 Excel2003 中 将 不 同样 
本 中 某 一 内 参 基 因 Ct 值 最 小 者 对 应 样品 的 表达 量 
定义 为 1, 其 他 样品 内 参 基 因 的 相对 表达 量 则 为 2”” 
(Act= 各 样本 Ct 值 -最 小 Ct 值 ) ,将 这 些 数据 导入 
geNorm 程序 后 通过 Calculate 命令 利用 geNorm 程序 
计算 基因 表达 稳定 度 M 值 ,M 值 越 小 ,内 参 基 因 越 
稳定 ;反之 , 越 不 稳定 ,其 中 M=1.5 为 上 限 (Niu et 
al., 2012) ,只 有 M 值 小 于 1.5 的 基因 才 被 认为 表 
达 相 对 稳定 。Normfinder 与 geNorm 相似 , 仍 需 要 进 
行 原 始 数据 的 2 所 转换 后 进行 运算 ,其 主要 利用 方 
差分 析 对 内 参 基因 表达 稳定 性 进行 直接 评价 ,产生 
基因 表达 稳定 值 (stability value) ,然后 根据 稳定 值 
的 大 小 排序 ,从 而 可 以 确定 最 稳定 的 基因 。 
Bestkeeper 可 以 直接 输入 原始 数据 ,通过 计算 标准 
偏差 (SD) 、 变 异 系数 (CV) 和 每 个 基因 的 相关 系数 
(7) ,根据 各 个 值 的 大 小 比较 来 筛选 最 稳定 的 内 参 
基因 ,其 中 标准 差 和 变异 系数 越 小 ,稳定 性 越 好 ; 反 
之 ,稳定 性 越 差 。 Fa RefFinder 综合 评价 上 述 3 
种 方法 的 分 析 结果 ,能 避免 单个 分 析 方 法 的 片面 性 。 
此 外 利用 d 0 软件 进行 单 因素 方差 分 析 对 原 
始 Ct 值 进行 多 重 比较 ,以 Tukey 氏 方 法 检验 ,显著 
水 平 为 P<0.05。 最 后 根据 Reffinder 的 综合 排名 
来 确定 内 参 基因 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 棉花 粉 内 内 参 基 因 的 荧光 定量 PCR 分 析 

VAT 4E p cDNA 为 模板 ,进行 的 实时 奖 光 定 
量 PCR 分 析 结 果 表 明 6 个 内 参 基 因 引 物 扩 增 的 燃 
解 曲线 都 具有 明显 的 单一 峰 , 说明 所 用 引物 都 能 特 
异性 地 扩 增 各 内 参 基因 的 相应 产物 ,不 存在 引物 二 
聚 体 ; 且 每 个 待 测 样品 的 PCR 扩 增 曲线 的 重复 性 也 
非常 好 ,6 个 基因 的 扩 增 效率 为 96. 6% ~113.5%， 
R^ 值 均 在 98% 以 上 ,说 明 实时 荧光 定量 PCR 的 结 





















































果 是 准确 可 信和 的 。 

同一 虫 期 不 同 温度 下 6 个 基因 表达 水 平 都 有 一 
定 变 化 (图 1)。 不 同 温度 下 2 龄 若虫 p132 的 Ct 值 
波动 范围 为 12.5 ~14.16(P=0.156),SDHA 的 Ct 
值 波动 范围 为 16.73 ~ 19.08(P =0. 154) ,TBP 的 
Ct 值 波动 范围 为 18. 55 ~ 20. 46(P - 0.103) ,各 组 
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a-tub GAPDH rpl32 SDHA TBP B-tub 
图 1 不 同 温度 处 理 下 棉花 粉 蛤 6 个 内 参 基因 的 Ct 值 
Fig. 1 Threshold cycle (Ct) values of six reference genes in 
Phenacoccus solenopsis under different temperature regimes 


A: 2 龄 若虫 2nd instar nymph; B; 3 龄 若虫 3rd instar nymph; C ; MEJE 

















Female adult. 
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间 的 Ct 值 均 无 显著 差异 ,另外 3 个 内 参 基 因 a-tub， 
GAPDH fil g-tub 的 Ct 值 波动 范围 为 aq-tub:12. 81 ~ 
15.09,GAPDH:11.98 ~ 14. 5 ,B-tub:12. 89 ~15.27; 
各 组 间 表 达 水 平 存在 显著 差异 (分 别 为 P=0.005， 
P=0.003,P=0.046)( 图 1. A) ENRE TF 3 龄 
若虫 B-twb 的 Ct 值 波动 范围 为 13.32 ~15.27(P = 
0.149) ,各 组 间 的 Ct 值 无 显著 差异 , 男 外 5 个 内 参 
基因 a-tub , GAPDH , rpl32 , SDHA 和 TBP 的 Ct 值 波 
动 范围 为 a-tub: 13. 09 ~ 15. 09, GAPDH:11.98 ~ 
14.5,B-tub: 13. 03 ~ 15. 27, SDHA:17. 04 ~ 19. 32, 
TBP :18.84 — 20.63 ,各 组 间 表 达 水 平均 存在 显著 差 
SO AI P 20.005, P 20.006, P «0.001,P = 
0.004,P «0.001) (K| 1: B), Am [n] ili BE P BE EX E 
GAPDH 的 Ct 值 波动 范围 为 12.34 ~ 14. 46(P = 
0. 132) ,各 组 间 Ct 值 无 显著 差异 ,另外 5 个 内 参 基 
a-tub , rpI32 , B-tub , SDHA 和 TBP 的 Ct 值 变化 范 
围 为 gq-tub:12.75 ~ 14. 45 ,7p132 :12.38 ~ 15 , 8-tub; 
12.42 215. 44, SDHA :16. 99 ~18.81,TBP;16.93 ~ 
20.56, 各 组 间 表 达 水 平 存 在 显著 差异 (分 别 为 已 = 
0.004, P 20.005, P 20.007, P 20.009, P 20.002) 
(图 1: C), 

2.2 ”内参 基因 的 选择 

应 用 geNorm, BestKeeper 和 Normfinder 软件 及 
RefFinder 在 线 分 析 工 具 对 同一 虫 期 不 同 温度 的 所 
有 样品 的 6 个 候选 内 参 基因 表达 的 稳定 性 进行 评价 
( 表 2)。 除 了 对 3 龄 若虫 Bestkeeper 分 析 结 果 显 示 
TBP 最 稳定 ,而 geNorm 和 Normfinder 分 析 结果 显示 
a-tub 最 稳定 这 点 不 同 之 外 ,这 3 种 软件 的 分 析 结 果 
基本 相同 ,最 后 根据 RefFinder 的 综合 分 析 结果 3 dit 
若虫 期 选择 a-tub 为 最 优 内 参 基因 ( 表 2)。 

应 用 geNorm 分 析 结 果 显 示 , a-tub, GAPDH, 
rpl32 ,B-tub , SDHA 和 7TBP 6 个 候选 内 参 基 因 的 表达 
稳定 度 M 值 2 龄 若虫 为 a-ip(0. 579) , GAPDH 
(0.654) , TEP(0663) ,B-tub (0.668) ,rpl32(0.675) , 
SDHA (0. 755) (图 2: A),3 £ E X a-tub 
(0.542) , B-tub (0. 596), TBP (0. 618) , GAPDH 
(0.655) , SDHA(0. 668) , rpl32 (0. 749) (图 2: B), 
JE p, 7 rpl32 (0. 554) , a-tub (0. 635) , GAPDH 
(0.662) , B-iub (0. 666), SDHA (0. 704), TBP 
(0.837) (El 2: C)。 不 同 虫 期 的 6 个 内 参 基 因 M < 
1.5, 均 可 作为 内 参 基因 使 用 ,a-iub 在 2 龄 和 3 龄 知 
虫 中 表达 最 稳定 ,rp132 在 雌 成 虫 中 表达 最 稳定 。 同 
样 ,应 用 Normfinder 计算 结果 表明 ,2 龄 粉 曙 若虫 6 
个 内 参 基因 的 稳定 性 大 小 排序 为 :a-iub (0.202) > 




















GAPDH(0.317) > TBP (0. 323) > ß-tub (0.335) > 
rpl32(0.338) > SDHA (0425) ,3 龄 若虫 为 : a-tub 
(0.178) > B-tub (0. 257) > TBP (0.294) > GAPDH 
(0.330) > SDHA (0. 349) > rpl32 (0. 434) , MEIR E 
H :rpl32 (0.131) > a-tub (0. 299) > GAPDH(0. 316) 
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图 2 应 用 geNorm 软件 分 析 获 得 棉花 粉 粉 不 同 虫 期 各 内 
参 基因 的 表达 稳定 值 ( M) 


Fig. 2 Expression stability values (M) of reference genes 

















in different developmental stages of 
Phenacoccus solenopsis analyzed by geNorm 
A; 2 龄 若虫 2nd instar nymph; B; 3 龄 若虫 3rd instar nymph; C: MED 
虫 Female adult. 
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>B-tub(0.333) > SDHA(0.357) > TBP(0.502), 2. ;R2 WEE H3 龄 若虫 和 肉 成 虫 中 6 个 候选 内 参 基 


龄 和 3 龄 若虫 中 a-tub 稳定 值 最 小 , 雌 成 虫 中 rpi32 因 的 SD «1.0,TBP ,a-tub 和 rpl32 分 别 在 这 3 个 虫 
































稳定 值 最 小 ,是 最 优 内 参 基因 。Bestkeeper 分 析 显 期 中 表达 最 稳定 ( 表 3 ~5)。 


表达 稳定 性 
Expression 2 龄 若虫 3 龄 若虫 ” 雌 成 贝 “2 龄 若虫 SRAL MRR ”2 龄 若虫 3 龄 若虫 ”上 肉 成 虫 ”2 龄 若虫 3 龄 若虫 MUR 


stability 2nd instar 3rd instar Female 2nd instar 3rd instar Female 2nd instar 3rd instar Female 2nd instar. 3rd instar Female 





R2 ejm E ARES TRENA S] ERR PIS E AR AEE 
Table 2 Rank of reference genes based on their expression stability in different developmental stages of 
Phenacoccus solenopsis under different temperature regimes 


geNorm Bestkeeper Normfinder RefFinder 
































nymph nymph adult nymph nymph adult nymph nymph adult nymph nymph adult 
Gebh  a-tub a-tub rpl32 TBP a-tub rpl32 a-tub a-tub rpl32 a-tub a-tub  rpl32 
pu stable GAPDH —— B-tub a-tub a-tub B-tub a-tub GAPDH  B-tub a-tub TBP B-tub  a-tub 
TBP TBP GAPDH ml32 m32 GAPDH TBP TBP GAPDH GAPDH TBP p-tub 

B-tub GAPDH  B-tub SDHA TBP SDHA B-ub GAPDH  B-tub B-ub GAPDH GAPDH 

Bag B2 SDH SDHA B-tub GAPDH ß-tub rpl32 SDHA SDHA rpl32 rl32 SDHA 
Least stable — SDHA rpl32 TBP GAPDH SDHA TBP SDHA rpl32 TBP SDH SDHA TBP 


表 3 应 用 Bestkeeper HFHH T E EE 18 40:8) 2 龄 若虫 内 参 基因 的 表达 稳定 性 
Table 3 Expression stability of reference genes in the 2nd instar nymphae of Phenacoccus solenopsis 


under different temperature regimes analyzed by Bestkeeper 











参数 Parameters 基因 Genes 

TBP a-tub rpl32 SDHA B-tub GAPDH 
样本 数 n 24 24 24 24 24 24 
Geo 均值 Geo Mean[ Cq] 19.5 13.54 13.48 17.99 13.94 13.33 
Ar 均值 Ar Mean[ Cq 19.5 13.55 13.49 18.00 13.95 13.35 
最 小 值 min[ Cq] 18.55 12.81 12.50 16.62 12.89 11.98 
最 大 值 max[ Cq] 20. 46 15.09 14.16 19.08 15.27 14.50 
标准 差 SD[ + Cq] 0.31 0.37 0.38 0.52 0.53 0.57 
变异 系数 CV[ 96 Cq] 1.59 2.75 2.79 2.9 3.81 4.27 
X-fold 最 小 值 min[ x-fold ] -1.93 -1.66 -1.98 -2.58 -2.07 -2.55 
X-fold 最 大 值 max[ x-fold ] 1.95 2.92 1.6 2.13 2.51 2.25 
X-fold 标准 差 SD[ + x-fold ] 1.24 1.30 1.30 1.44 1.45 1.48 
稳定 性 排名 Stability ranking 1 2 3 4 5 6 


表 4 应 用 Bestkeeper HHDH T E i8 [E &E38 18 46:8) fp 3 龄 若虫 内 参 基因 的 表达 稳定 性 
Table 4 Expression stability of reference genes in the 3rd instar nymphae of Phenacoccus solenopsis 
under different temperature regimes analyzed by Bestkeeper 


基因 Genes 








参数 Parameters 
2 








a-tub B-tub rpl32 TBP GAPDH SDHA 
样本 数 n 24 24 24 24 24 24 
Geo 均值 Geo Mean[ Cq] 13.67 14.18 13.70 19.69 13.34 18.19 
Ar 均值 Ar Mean| Cq] 13.68 14.19 13.72 19.70 13.36 18.20 
最 小 值 Min[ Cq] 13.09 13.32 12.50 18.84 13.18 17.04 
最 大 值 Max[ Cq] 15.09 15.27 14.84 20.63 14.50 19.32 
标准 差 SD[ € Cq] 0.29 0.40 0.45 0.49 0.50 0.55 
变异 系数 CY[ 96 Cq] 2.14 2.84 3.26 2.48 3.77 3.01 
X-fold 最 小 值 Min[ x-fold ] -1.50 -1.82 -2.30 -1.80 -2.58 =2. 22 
X-fold 最 大 值 Max[ x-fold ] 2.67 2.12 2.20 1.92 2.23 2.19 
X-fold 标准 差 SD[ -x-fold | 1.22 1:32 1.36 1.40 1.42 1.46 


稳定 性 排名 Stability ranking 1 2 3 4 5 6 
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表 5 应 用 Bestkeeper 软件 分 析 不 同 温度 处 理 下 棉花 粉 内 雌 成 虫 内 参 基因 的 表达 稳定 性 
Table 5 Expression stability of reference genes in female adults of Phenacoccus solenopsis 
under different temperature regimes analyzed by Bestkeeper 
参数 Parameters 基因 Genes 

rpl32 a-ub GAPDH SDHA B-iub TBP 
样本 数 n 24 24 24 24 24 24 
Geo 均值 Geo Mean[ Cq] 13.59 13.52 13.46 17.86 14.01 18.72 
Ar 均值 Ar Mean[ Cq] 13.60 13.53 13.47 17.86 14.02 18.74 
最 小 值 Min[ Cq] 12.38 12.75 12.34 16.99 12.42 16.93 
最 大 值 Max[ Cq] 15.00 14.45 14.46 18.81 15.44 20.56 
标准 差 SD[ + Cq] 0.31 0.35 0.44 0.44 0.48 0.71 
变异 系数 CV[ 96 Cq] 2.31 2.56 3.25 2.44 3.43 3.76 
X-fold 最 小 值 Min[ x-fold ] -2.31 -1.71 -2.17 -1.82 -3.00 -3.46 
X-fold 最 大 值 Max[ x-fold ] 2.66 1.9 2.01 1.94 2.7 3.57 
X-fold 标准 差 SD[ + x-fold ] 1.24 1.27 1.35 1.35 1.4 1.63 
稳定 性 排名 Stability ranking 1 2 3 3 5 6 


讨论 








为 了 获得 更 准确 、 可 靠 的 实时 奕 光 定量 PCR Zi 
果 , 除 了 需要 合理 的 试验 与 引物 设计 之 外 ,试验 过 程 
中 的 每 一 步 要 求 都 很 严格 ,包括 RNA 的 提取 质量 、 
聚合 酶 的 扩 增 效率 .cDNA 的 合成 以 及 PCR 准备 过 
程 中 的 准确 操作 和 防止 污染 等 (Vandesompele et al., 
2002) 。 此 外 ,选择 合适 的 内 参 基因 也 是 极其 重要 
的 一 个 环节 。 由 于 受 内 外 环境 的 影响 ,在 细胞 中 真 
正 恒定 表达 的 基因 并 不 存在 。 杨 丽 红 (2011 ) 对 柑 
橘 全 爪 螨 的 研究 结果 表明 ,在 不 同 发 育 阶段 稳定 性 
较 好 的 是 PcRplI ,在 低温 胁迫 和 高 温 胁迫 下 稳定 性 
较 好 的 分 别 是 Pco-tubulin 和 PeRp1。 岳 秀 利 等 
(2013) 对 二 斑 叶 螨 内 参 基 因 的 筛选 结果 表明 ,oa- 
tubulin 在 8 个 内 参 基 因 (5. 8S rRNA, a-tubulin, B- 
actin, ELF, GAPDH, RPLI3a, SDHA 和 7TBP) 中 的 
稳定 性 最 好 。 对 斜纹 夜 蛾 内 参 基因 稳定 性 分 析 结 果 
表明 在 不 同 发 育 阶段 G4PDH 和 UCCR 最 稳定 ,不 同 
组 织 部 位 RPL10 ,4K 和 EFI 最 稳定 ,不 同 种 群 中 
RPL10 和 EF1 最 稳定 ,不 同 温度 处 理 下 GAPDH 和 
EF1 最 稳定 (Lu et al., 2013)。 然 而 ,理想 的 内 参 基 
因 在 不 同 的 组 织 、 细 胞 及 不 同 的 实验 条 件 下 的 表达 
只 是 相对 稳定 ,也 有 研究 表明 传统 的 内 参 基 因 
GAPDH 在 番茄 种 子 萌发 中 甘露 聚 糖 酶 基因 分 析 中 
表达 量 却 显著 上 调 ( Yan et al., 2013) 。 因 此 , 必须 
根据 不 同 的 试验 对 象 .试验 目的 和 试验 条 件 选 择 合 
适 的 内 参 基因 。 

目前 最 常用 的 用 于 内 参 稳定 性 评价 的 3 种 软件 
geNorm , NormFinder 和 BestKeeper。 本 研究 










































































分 别 是 


中 3 种 软件 评价 结果 基本 一 致 ,但 3 种 软件 因 分 析 
方法 不 同 存在 一 定 的 差异 ,在 热 胁 迫 下 粉 内 3 WEE 
虫 内 参 基 因 的 筛选 中 , Bestkeeper 显示 a-tub 最 稳 
定 , 然 而 geNorm 和 Normfinder 显示 rpl32. 最 稳定 。 
这 时 可 以 借助 RefFinder, 其 整合 了 geNorm, 
NormFinder 和 BestKeeper 等 软件 结果 ,可 以 得 出 一 
个 最 终 综合 排名 结果 ,使 结果 更 加 可 靠 。 随 着 棉花 
粉 具 转录 组 的 成 功 测序 ,实时 定量 PCR 将 更 广泛 应 
用 于 棉花 粉 盼 目的 基因 的 功能 研究 ,本 研究 为 开展 
棉花 粉 界 功能 基因 的 表达 分 析 芮 定 了 基础 。 
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